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La presente invention concerne dans son ensemble le 
domnine de la formulation den medicaments. Elle a trait en parti- 
culler h la formulation de medicaments dans un support inerte 
pouvant $tre mis en suspension dan? un liquide sous une forme qui 
5 convient pour l 1 injection parenterale dans l'organisme. L' inven- 
tion a trait notamment h 1 1 eraprisonnement de medicaments dans un 
support poreux qui permet une liberation limitee de chaque medi- 
cament a la suite de son introduction dans l'organisme. 

La science m^dicale a reconru depuis longtemps la 
10 necessity de trouver un moyen efficace pour limiter ]a liberation 
de medicaments dans 1' organisme, db maniere qu'un medicament nuis- 
se £tre administre moins fr^quemment tout en restant a des 
taux th^rapeutiques contihus dans le sang en circulation d f un 
patient. 

1 5 Les tentatives de limitation de la liberation d'un 

medicament ont eu un certain succes lorsque le medicament a 6t6 
administre par voie orale. Divers enrobnges et divers enoapnulages 
ont ete etudies pour envelopper le medicament et retarder sa 
liberation. 

20 La liberation reglee des medicaments adru:' nistres par 

voie parenterale, notamment par voie intravasculaire, a preser.te 
des prcblemoc importants. 

Ord inairement, I'injection i ntravasculai re requiert 
le calcul precis des doses de medicament. Du fait que le medicament 

25 est immediatement disponible pour l'organisme apres son injection 
intravasculaire, des doses excessives de medicaments toxiques 
peuvent provoquer des complications graves. La voie intravasculai- 
re a aussi ete limitee h 1 'administration de medicaments solubles 
h cause du danger d'embolie que presente l 1 injection de particules 

30 insolubles. On manque souvent de formulations de medicaments 
h liberation lente pour ^administration intravasculaire. 

Le brevet britannique N° 931 532 decrit un procede 
de raicro-encapsulage de medicaments dans un collolde hydrophi]e 
geiifiable par un processus de coacervation complexe. Le colDoide 

35 forme une membrane autour du noyau de medicament. L'hypothese 
est emise que la permeabilite de la membrane peut etre calculee 
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de maniere a permettre une liberation progressive du medicament. 

Le brevet des Etats-Unis d'Arierique N° 3 541 201 d^crit 
une substance injectable qui permet d'incorporer un medicament 
actif h la structure interne d'un support metaboli cable "analogue 
a une proteine". Lcs particules de support sont injectees sous 
la forme d'une suspension dans un vdhicule non aqueux convenable. 
La parlicule me tnboli sable de support, est soumise a 1» action des 
enzymes des liquides corporeDs et les; medicaments incprpords 
subissent, de ce fait, une liberation lente. 

Les brevets des Etats-Unis d'Amerique N° 3 773 919 
ct N° 3 887 699 decrivent de.-? formulations de polylactide et 
de medicament qui peuvent §tre admi nictrees par voie parentdrale 
et qui permettent une liberation lente et soutenue du medicament 
pendant une certaine periode. 

Un probleme dominant inherent aux formulations injec- 
tables de medicaments a liberation lente de l'art anterieur est 
que la vitesse de liberation du medicament ne correspond souvent 
pas aux besoins du patient, ii est bien connu dans le domaine me- 
dical que pour qu'un medicament produise un effet therapeutique 
maximal, il doit atteindre une concentration optimale dans le 
sang en circulation du patient. Ainsi, ] es rnddecins administrent 
souvent une dose initiale elevee ou "dose massive" du medicament 
pour que cette concentration soit atteinte dans le sang en cii'cu- 
iation. Apres la dose massive, des doses subsequentes sont admi- 
nistrees pour maintenir ce niveau. Le temps ecouie entre les 
doses est determine par la vitesse de metabolisme du medicament. 

Ainsi, la formulation iddale de medicament a libera- 
tion soutenue doit permettre une liberation du medicament en 
deux etapes. Une phase initiale de liberation rapide est desira- 
ble pour introduire les concentrations therapeutiques dans le sang 
en circulation et une phase subsdquente a liberation lente est 
necessaire pour maintenir les taux sanguins de medicament et pour 
aller de pair avec le metabolisme du medicament dans l'organisme. 

Les formulations pharmaceutiques injectables connues 
n'offrent gendralement pas un tel systeme de liberation a deux 
phases. Au contraire, les vitesses de liberation n'ont qu'une 
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phase, le medicament etant libere graduellement et a vitesse 
constante pendant une p^riode donn^e. 

Le support de medicament h base d'alburoine de la 
prdsente invention r^sout "ef f icacement ce probleme de l'art ante- 
5 rieur et const itue un nystfeme remarquable de liberation d'un me- 
dicament & deux phases. Le systeme de I 1 invention off re une li- 
beration initiale rapide et reliable du medicament emprisonne 
dans son support, suivie d'une phase de liberation secondaire 
lente, reglable. 

10 L' utilisation d'albumine comme support ou comme agent 

oomplexant pour des medicaments est connue au moins depuis 1899. 
Plus recemment, des spherules de r.erura-albumine ont ete utilisees 
comme supports pour des agents diagnostiques et therapeutiques 
radioactifs. Ces spherules sonf. decrite^ans les brevets des 

15 Eiats-Unis d'Araerique N° 3 663 685, N° 3 663 686 et N° 3 663 687. 
Toutefois, ces brevets ne mentionnent pas que les spherules en 
question aient 1 'aptitude remarquable de liberer les medicaments 
emprisonnes dans leurs supports selon un processus a deux phases 
lorsqu'ils sont reticules h des temperatures de 110 a 180°C 

20 pendant au moins 20 minutes ou reticules de maniere equivalente 
par des moyens chimiques. 

La presente invention concerne une composition thera- 
peutique permettant de limiter la liberation de medicaments, 
comprenant des spherules sol ides de serum-albumine dans lesquelles 

25 est emprisonnee de fagon homogene une proportion de 2 a 70 ^ 

en poids dee spherules d'un medicament organique non radioactif 
dont la solubilite dans I'eau h 37°C est au moins egale h 0,01 
Les spherules doivent Stre soumises pendant leur preparation h. 
des temperatures comprises entre 110 et 180°C pendant une periode 

30 minimole de 20 m:»nutes pour reticuler 1'albumine, ou h une reticu- 
lation equivalente au moyen d'agents chimiques appropries. 

Comme on le demontrera dans ce qui suit, le degre 
de reticulation thermique ou chimique des spherules est important 
pour l'obtention de la liberation h deux phases du medicament 

35 emprisonne. 

Outre la liberation avantageuse h deux phases du 
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medicament par 3e support a bnsc d'nlbumine de la pi^sente in- 
vention, ce systeme de support pr^sente plusieurs autres particula- 
rity import-antes. Le diamefcre des spherules peut £tre soigneuse- 
ment regie pendant le traitcment et ce parametre peut 6tre utlliad 

5 pour diriger les spherules vers une partie donn£e de I'organisme. 
Par exempDe, den spherules de 10 a 100 microns de diaraetre se 
deposent fccilement dans la couche de vaisseaux capillaires du 
poumon apres une injection intraveineuse. Ainsi, des spherules 
chargees de medicament dont le diam&tre est de cet ordre de gran- 

10 deur peuvent etre utilisees avantageusement pour traiter des 
troubles du pouraon, par exemple l'asthme, la tuberculose, la 
pneumonie, des tumeurs, etc. 

De m§me, des spherules de diametre compris entre 
1 et 5 microns peuvent §tre utilisees pour delivrer des medica- 

15 ments au foie. Une injection intra-arterielle ou au moyen d'une 
sonde peut etre utilis£e pour diriger les spherules vers les sys- 
teraes capillaires d' autres organes ou vers des tumeurs. 

La localisation du medicament dans les vaisseaux capil- 
laires de l'organe ou de la tumeur h traiter offre des avantages 

20 £vidents. Le medicament est lib£r£ directement sur le site desire 
et les effets secondaires toxiques envers d'autres tissus son* 
susceptibles d'etre limites. Cette particularity rend le systeme 
de l 1 invention tres interessant a utiliser dans le traiteraent de 
tumeurs avec des medicaments anti-neoplastiques qui sont gen£ra- 

25 lement tres tox.iques pour l/organisme de mSrae que pour le tissu 
atteint par la tumeur. 

Toutefois, ce systfeme de liberation d'un medicament 
n'est pas limite au traitement de tumeurs ou d 1 organes malades. 
Par exemple, le poumon ou le foie sain peut §tre utilise comme 

30 un reservoir commode h atteindre' pour la spherule de laquelle 

un medicament appropri£ peut §tre rdparti par voie endotherapique 
dans I'organisme pendant une period e prolong^e. 

Un avc'.ntage particulierement important de ce systeme 
de distribution reside dans l'absence de tout ph^noraene d'embolie 
35 lorsque les spherules de support h base d'albumine sont administrees 
par voie intravasculaire . Des medicaments insolubles dans l'eau 



2326934 

qui, autrefois, ne pouva?ent pas 6tre udministrds de cette rca- 
ni&re h cause du risque d' embolic, peuvent ftre admir.istr£s avec 
sQret£ lorsqu'ils son! emprisormds dan.s les spherules d'albumine. 

D'autres avantages dec spherules d'albumine en tant 

5 que supports de medicaments ^onformes a la presente invention 
coraprerinent leur mode de preparation, leur disparition complete 
dans l^rganisrae par metaboliame,leur non-antigen icit^, leur sQre- 
te reconnue pour 1 1 administration intravasculnire, leur aptitude 
h recevoir une grande variete de molecules de medicaments d'une 

10 maniere relativeraent non specif ique, ainsi que d 'autre? avantages 
qui apparaitront dans ce qui 3uit. 

La matiere de support utilisde dans le systeme de 
la prer.ente invention est la sdrum-albumine. Lorcqu'on traite 
des patients humains, on utilise de la serum-albumine hiunaine 

15 et lorsqu'on traite d'autres animaux, ]a serum-albumine que l'on 
choisit doit §tre de m§me propre a 3'espece ; par exemple, on 
utilise la serum-albumine de boeuf pour traiter.des bovins. 
Une s^rum-albura ine propre a l'^ppece est necessaire pour des rai- 
sons de comi»atibilite. 

20 Le terme "medicament 11 utilise dans le present merr.oire 

designe, au sens large, des molecules organiques non radioactives 
utilisees en medecine pour traiter cies maladies ou des troubles 
de l f organisme. 

L'hydrosolubilit£ du medicament est, dans de larges 

25 limites, tree peu importante pour la mise en pratique de l 1 in- 
vention. Toutefois, si le medicament est tres insoluble dans 
l'eau* e'est-a-dire si sa solubilite a 37°C est inferieure a 0,01?£, 
il est lib^re trhs lentement de la spherule d'albumine et les 
proprietes de liberation h deux phases de la spherule sont moins 

30 manifestes. 

La concentration du medicament dans la spherule peut 
varier entre de larges limites, Des charges de medicament attei- 
gnant 90 # ont 6t6 atteintes avec certains medicaments. Toutefois, 
la concentration courante de medicament dans la spherule va de 
35 2 a 70 % en poids de cette derniere. On donne ci-apres une enume- 
ration de quelques-unes des norabreuses classes de medicament avec 



6 



2326934 



10 



15 



20 



25 



30 



35 



40 



45 



des exemples representat if s de compears de chacune de ces clas- 
ses qui ont ete incorpores dam: des spherules de serum-albumi ne 
fonformement h la pr<§Dent.e invention. 



Classe de medica m ent 
Ant i-ar. throat iques 
Bronchodilatateurs 



Analgesiques 

Anti-tussifs 
Narcotiques 

Agents mucolytiques 
Agents antibacteriens 

Agents anti-tuberculeux 

Agents hypoglycemique3 
Steroldes 

Agents anti-tumoraux 



Aminoacides 



Exemples 
Intal (cromoglycate disodique) 

Epinephrine 

Isoproterenol 

Salbutamol 

Terbulaline 

Ephedrine 

Aminophylline 

Morphine 

Code? ne 

Salicylate do u odium, acidc calicyli 
que, chlorhydrate de mepeiidine 
(marque deposee "Demerol") 

Codeine 

Chlorhydrate de chlophed ianol 

Morphine 
Codeine 

Cocaine -.= ■*■ 

Chlorhydrate de meperidine (marque 
ddpos^e "Demerol") 

Acetylcysteine 

Sulfanil amide 
Suifad iazine 
Tetracycline 

Rifampine (rifamycine) 
Dihydrostreptomycine 
Acide p-aminosalicylique 

Tolbutamide (marque deposee "Orinase* 
Insuline 

Hydrocortisone 

Prednisone 

Prednisolone 

M^tasulfobenzoate de prednisolone 

Chlorambucil 
Busulfane 

Alcaloldes 
Colchicine 

Antimetabolites 
6-mercaptopurine 
Thioguanine 
5-f luoruracile 
Hydroxyur^e 

"Adriamyc ine" (marque d eposee ) 
Methionine 
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La Vitesse a laquelle le medicament est libere de 
la spherule d'albumine depend don? une large mesure du dcgre 
•luquel l'alburaine est r^ticulee pendant la preparation. Commo 
on l^ndiquera en detail dans ce qui suit, l'alburaine peut 6tre 
r($ticul£e par traitement tnermique ou par des agents cbimiques 
de reticulation. 

Outre le degre de reticulation de l'alburaine, di- 
vers autres facteurs influent sur la vi tesse de liberation d'un 
medicament particulier. Ces facteurs comprennent le poids raoie- 
culaire du medicament, sa solubilite dans l'eau et toutes inter- 
actions electrostatiques ou hydrophobes entre le medicament et 
l'alburaine. 

La concentration de la ' solution d 'albumine utilisee 
pour preparer des spherules exerce egalement un certain effet 
sur les caracterist iques finales de liberation du medicament. 
Par exemple, on prepare des spherules h partir d'une solution 
a 20-50 % en poids/volume de 1' albumine dans, l.i.eau. Des spherules 
ont ete preparees a partir de solutions dont la concentration 
en proteine s'abaisse h 2-5 % cu s»eieve a 70-80 En general, 
notarament pour des spherules reticulees a la chaleur, les sphe- 
rules preparees a partir des solutions a concentration elevee 
sont plus denses et liberent les medicaments incorpores un peu 
plus lentement que ne le font les spherules preparees h partir 
de3 solutions a concentration plus faible, toutes proportions 
gardees. 

En general, un poids donne de spheres microscopiques 
trfes petites (par exemple 1 h 5 microns) contenant une quantity 
specif ique d'un medicament libfere ce medicament plus rapidement 
que ne le fait le m&me poids de spheres microscopiques plus 
grandes (par exemple 50 h 100 microns) contenant la mgme quantite 
de medicament, a cause de la bien plus grande surface specif ique 
des sphferes plus petites. Par consequent, toutes proportions 
gardees , des spheres microscopiques de petit diametre liberent 
en general un medicament plus rapidement que ne le font des sphe- 
res microscopiques de plus grand diametre, si l'on se base stric- 
tement sur des considerations de surface specif ique. Les variation 
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dec dianmtren des spheres peuvent done fitre utilie^cn ainsi 
que lea autres param&trec indiqueo ci-de^sus pour faciliter la 
reflation des vitesees de liberation dec medicaments des sphe- 
rules d'albumine. 

5 Bien que les fa^teurs indiquds ci-dessus affectent 

le.s vitesses de liberation de medicaments individuels des spheres 
microocopiques d'albumine, les propri^tes de l'alburaine elle-mSme 
lorsqu'elle est rdticuiee au degre indique ont pour effet que 
le medicament est' libere de fa$on inattendue selon un processus 

10 a deux phases. 

Le procede de preparation des spherules de I 1 inven- 
tion est essentiellement celui qui a ete decrit dans le brevet 
des Etajs-Unis d'Amerique N° 3 663 667 pour la preparation de 
precurseurs consistant en spherules d'albumine, mais plusieurs 

15 perfect ionnements ont ete apport^s a ce procede. 

Dans le procede de preparation, le medicament choi- 
si est dissous ou disperse directement dans une solution aqueuse 
de la serum-albumine a une concentration quelconque desiree. 
Les concentrations en albumine dans le support sont generalement 

20 comprises entre 20 et 60 % en poids/voluine. Les concentrations 
en medicament dans la solution d'albumine sont habit uellement 
comprises entre 5 et 30 % en poids de I'albumine. Pour assurer 
une distribution homogene uniforme dans la solution d f albumine 
de medicaments tres insolubles dans l'eau, ces medicaments 

25 doivent gtre traites au broyeur h billes ou pulverises en trfes 
fines particules avant leur dispersion dans la solution. 

Apres l'addition du medicament k la solution d'al- 
bumine, on iaisse le melange s'equilibrer pendant une periode 
de 15 a 60 minutes. Pendant cette etape d'equilibrage, un 

30 certain pourcentage des molecules de medicament peut se fixer 
a des sites presentes par les molecules d'albumine. La quant ite 
reelle de medicament qui est fixee depend de facteurs tels que 
la nature des sites de liaison sur l'albumine, la quantite et la 
polarite de la charge electrosta1;ique agissant eventuellement 

35 sur le support et le medicament, la concentration du medicament . 
et du support dans la solution en cours d'equilibrage, la cono- 
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tante d'equilibre entre les sites du support et ]eu molecules 
de medicament, la temperature ain3i que d'autreo considerations 
touchant k la loi d 'action de masse. 

Pour preparer* des spherules par la technique d'em- 

5 prisonnement , on injecte la solution aqucuse d'albumine conte- 
nant le medicament dissouc ou disperse, h l'aide d'une aiguille 
hypodermique N° 20 ou 25, dans un bain d'huile vegetole energique- 
ment agite h la Vitesse de 500 a 2500 tr/min. Au cours de l'agi- 
tation, on chauffe ordinaireraent le bain d'huile a 110-180°C 

10 pendant 15 & 30 minutes puis on le' ma.int.ient a cette temperature 
pendant au moins 20 minutes. Des traitements thermiques depassant 
1C heures ne sont generalement pas requis. Pendant ce processus 
de chauffage, qui entraine une reticulation interne et une inso- 
lubilisation finale des spheres de support, 3a portion du medica- 

15 ment insoluble ou du medicament soluble en exces qui n' est. pas 

li^e chimiquement h des sites reels presentes par le support pro- 
teinique est emprisonnee ou incorporee daris les 
interstices entre les chalnes de report formant la structure 
tridiroensionnelle des spherules. Ce precede de "chauffage sous 

20 agitation", mis en oeuvre dans les conditions indiquees ci-dessus, 
donne des spherules insolubles dans l'eau de diametre compris 
entre 5 et 80 microns. Le diametre des parti cules sph^riques peut 
Stre r£gle par variation de la vitesse d' injection de la solution 
ou dispersion de support portant le medicament dans' le bain d'huile 

25 et/ou en jouant sur la vitesse d' agitation de ce bain d'huile. 
L'addition de petites quantites (0,1 h 2 $) d'un agent tensio- 
actif (par exemple "Tween 80", "Pluronic P-68" , marques depos£es) 
aux solutions d'albumine de depart influe egaleroent sur le dia- 
mfctre final des spherules par les effets indirects que cet agent 

30 exerce sur les tensions superficielles et interfaciales. L 1 apti- 
tude k la biodegradation et la porosite des spherules peuvent Stre 
regimes en faisant varier la dur^e et la temperature de l 1 operation 
de chauffage dans l'huile. Les autres conditions restant les mfimes 
des temperatures eievees et de longu.es periodes de chauffage pro- 

35 duisent generalement des spherules plus dures, moins poreuses 

et pius lentement degradables. Lorsque le degre desire d'insolubi- 
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ligation des spherules n ete obtenu, le bain d'huile est refroidi 
a I'nir ou h l'eau glacde ct leo spherules sont enlevees de 
1'hui.le par ultrafiltration ou par succicn sur un filtre "Willi- 
pore" h pores de diamfetre egal a 0,45 micron ou sur un papier- 

5 filtre "Whatman" N° 5. Plusieurs lavages subsdquents des spherules 
a I 1 heptane et/ou a a 1 ether eliminent toute 1'huile restant a 
lour surface. Apres sechage a l'air, les spherules contenant le 
medicament sont obtenues sous la forme d'une poudre s'^coulant 
librement, dont la couleur varie conformement a celle du ou des 

10 medicaments incorpores. Pour 1 1 injection intravasculaire, les 
spherules sont mises en suspension dans un diluant acceptable 
du point de vue pharmaceutique, qui convient pour 1' injection 
i ntravasculaire. 

La technique d ' insolubilisation a la chnieur decrite 

15 ci-dessus est part iculierement avantageuse en ce qu'elle permet 
d'ineorporer des dispersions de medicaments insolubles dans l'eau 
ainsi que des solutions de medicaments hydrosol ubles, par emprison- 
nement. Malgre ses nombreux avantages, le proced£ d 1 insulubilisa- 
tion h la chaleur presente un inconvenient, lie au fait que pen- 

20 dant la formation des spherules et I 1 emprisonnement du medicament, 
les spherules doivent souvent etre chauffees a des temperatures 
de plus de 110°C. Bien que des temperatures elnvees puissent ne 
pas avoir de grandes consequences dans le cas de medicaments 
tre3 stables, elles peuvent conduire a une degradation et k 

25 une baisse de I'efficacite des medicaments, lorsque ces derniers 
sont peu stables. Pour pallier cet inconvenient, on a mis au 
point des techniques d 1 insolubilisation a la temperature ambiante. 

Ces techniques d 1 insolubilisation a la temperature 
ambiante impliquent 1' utilisation d* agents chimiques de reticula- 

30 tion, notamment du formaldehyde et du glutaraldehyde qui sont 
d'excellents agents de durcissement de l'albumine. 

On a trouve que des alcools absorbants lipophiles 
tels que le n-butanol, le sec.-butbnol et le 2-ethylhexanol 
peuvent etre. aisement dissous dr.ns une huile vegetale telle que 

35 I'huile de graine de cotonnier, qui constitue un bain classique 
de formation de spherules. Des agents hydrosolubles de reticula- 
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tion tels que le formaldehyde ct le glutarald^hyde peuvent §tre 
dissous dans les alcools absorbants. En particulier, on peut dis- 
noudre jusqu'Ji 25 % en volume des agents reticulants hydrosolubles 
tels que le glutarald^hyde (nous la forme d'une solution aqueu3e 
h 25 #)ou le formaldehyde (sous la forme d'une solution aqueuse 
a 37 dans un alcool absorbent lipophile tel que le n-butanol. 
Si l'on melange environ 1 h 40 parties en volume de cette solu- 
tion butanolique de glutaraldehyde ou de formaldehyde avec 70 
a 500 parties d'huile de graine de cotonnier, on realise un 
bain consistant en une solution qui contient 1' agent de reticula- 
tion et l'alcool absorbant ,tous deux dissous. Si l'on injecte h 
present une solution aqueuse de 25 a 50 % de serum-alburai ne dans 
ce bain. tout en l'agitant a environ 1200-1500 tr/min, on produit 
des spherules de diametre compris entre 20 et 100 microns. (On 
peut obtenir des spherules de plus petit diametre en utilisant 
de plus grandes vitesses d'agitation ou en reduisant la concen- 
tration du support dans la solution initiale injectee dans le 
bain). L'eau de dissolution contenue dans les spherules se r£par- 
tit dans l'alcool qui l'absorbe, tandis que les spherules elles- 
memes sont r£ticul£es par le glutaraldehyde ou le formaldehyde. 
Les spherules sont separees par filtration du bain de preparation 
aprfes une p^riode d'au moins 20 minutes de contact avec le milieu 
de reticulation, et les caract£ristiques de liberation du medi- 
cament des spherules sont semtlables a celles que l'on obtient 
par insolubilisation h chaud. Le degre de reticulation des sphe- 
rules peut §tre regie en faisant varier la dur^e de contact de 
ces spherules avec l 1 agent de reticulation et en jouant sur la 
quantity d 'agent de reticulation contenue dans le bain de prepara- 
tion. 

Le procede decrit ci-dessu3 est particulierement avan- 
tageux en ce que la formation de spherules du support, 1 'elimina- 
tion de l'eau et la reticulation peuvent §tre effectuees en une 
seule etape pratique. Si l'agent de reticulation est omis dans 
le procede decrit ci-desf;us, on obtient des spheres micrcncopi- 
ques d'albumine chiroiquement debarrassees de I'eau, seches et 
s'ecoulant librement, qui se dissolvent au contact de l'eau. 
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Lc prooedc de preparation a la temperature anibiante 
er.t particulierement. avantngeux a utiliser pour emprisonner des 
medicaments solubles ou inaolublcr. dans l'eau et sensibles h 
la chaleur, bien qu'on puiutic I'utiliser aussi pour des m£dic:a- 

5 ments stables a la chaleur. Une version modifiee de cette techni- 
que peut aussi §tre utilisde pour des medicaments qui peuvent Stre 
chauffes sans danger h des temperatures atteignant 105°C. 

Conformement a cette variante du proc^de chimique 
de reticulation, le melange d'albumine et de medicament est in- 

10 jecte dans un bain a bar.se temperature (rnoinc de 105°C) et les 
spherules sont innolubilisees partieJ lement . A titre de variante, 
le melange d'albumine et. de medicament peut §tre transforme en 
spherules et debarrasse chimiquement de l'eau sans reticulation, 
comme decrit ci-desz:us. Ler spherules resultantes sont isolees 

15 et plac^es dans un decsicateur pujs exposees a I'action de vapeurs 
de g] utaraldehyde ou de formaldehyde pendant une p^riode niini- 
male de 20 minutes. Le formaldehyde et/ou le glut^raldehyde peu- 
vent §tre places au fond du dessibcateur sous la forme de solu- 
tions aqueuses respect ives h 37 et a 25 # du commerce. Des trai- 

20 tements a la vapeur d'aldehyde peuvent etre poursuivis pendant 
des periodes atteignant plusieurs jours, une exposition continue 
donnant des spheres plus denses, raoins poreuscs et plus insolu- 
bles dans l'eau. Apres reticulation a ia vapeur, le formaldehyde 
ou le g] utaraldehyde en exces peuvent etre elimines des spheres 

25 microscopiques traitees, par une operation d'aspiration ou de 
dessiccation sous vide. 

Outre le formaldehyde et le glutaraldehyde qui cons- 
tituent les agents prefers de reticulation, on peut en utili3er 
d'autres dans la preparation des spherules d'albumine de l'in- 

30 vention. Par exemple, on peut utiliser des cations metalliques 
divalents, trivalents et tetravalents. Des cations tels que 
Fe' + , Al' + , etc., sont faciles a dissoudre dans le n-butanol, 
le sec.-butanol, le 2-e thyJ hexanol ainsi que d'autres alcools 
deshydratanto lipophiles qui, a leur tour, peuvent etre dissous 

35 dans de l'huile de graine de cotonnier ou d'autres huilcs vegeta- 
les* La solution qui en resulte constitue un bain de reticulation 



{ 



13 



2326934 



10 



directe pour deo spherules de support a bace d'alburaine. 

D'autres proteincs de reticulation sont connues dans 
la pratique et peuvent Stre utilisees corame vari antes avantageuoet 
Certaines d'entr* elles &rnt ^numdr^ec sur le tableau qui suit : 



5 Agent de reticulation 



3 , 6-bis ( mercur ira£ thy 1 ) - 
dioxanne 



Solubility 



Soluble 



,0-CH. 



Hg-CH 



f CH 2 -Hg" 



*CH 2 -0- 

N,N'-(1 ,3-phenylene)- 
bismaleimide 



Insoluble 



R£agit principalement 
avec les groupes sui- 
va nt3 de la proteine 

Sulfhydryle 



Sulfhydryle 



15 N,H'-ethylene-bis- Soluble Sulfhydryle 

( iodac£tamide) 

0 0 

I-CHg-C-NH-C^-CHg-NH-C-G^-I 

1 ,5-difluoro-2,4- Insoluble Groupes amino, tyrosine 

20 dini trobenzene 




p^'-din^ro-m^ro 1 - Insoluble Groupec amino, groupes 

dinitrodiph<5nyl- phenol 



sulfone 
NO 
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Ad i pimida to de 
dime thy le 



Soluble 



\C-CH 2 -(CH 2 )-CH 2 -C ^ 



Groupec amino 



Chlorure de phenol-2,4- 
disuif onyle 



Soluble 



Grcupes amino 



cio 2 s^^-so 2 ci 



Hexamethyl&ne- 
d iisocyanate 



Insoluble Groupes amino 



1 0 0=C=N-CH o -( CH 0 ) . -CH^-N=C=0 



Reactif K de Woodward 



Soluble 



Lie les groupes carbo- 
xyle et amino 



;0 3~ 



k CH> 



,N*-C!I 2 -CH 3 



Bisd iazobenzid ine 



Soluble 



Tyrosine, hist id ine 



*» 2 -©-©-»,♦ 



Les r^actifs insolubles dans l'eau £num£r6s ci-des6us 
15 peuvent §tre dissous directement dans le bain d'huile hydrophobe 
sous agitation et leur solution peut etre utilisee pour r^ticuler 
les spherules d'albumine formees apren 1' injection d'une solution 
aqueuse de I'albumine dans le bain. Des agents hydrosolubles de 
reticulation peuvent 6tre incorpor^s directement a la solution 
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aqueuoe d 'albumine ou solubilioes dans l'alcool qui se comporte 
comrae un ngent deshydratant lorsqu'il est contenu dans l'huile. 

Bvidemment, on peut combiner deo techniques de reti- 
culation k la chaleur et ror des agents chimiques pour obtenir 
5 les nouvelles spherules a bane d' albumine ayant les prcprietes 
d^sir^es de liberation des medicaments. 
E xemple 1 

Cet exemple illustre des preparations caiacterist i- 
ques de microspherules d' albumine contenant un medicament, obte- 

10 nues par reticulation a la chaleur et par reticulation chimique. 
Echantillon A - R e ticulation h la chaleur 

On dissout 0,9999 8 <*e serum-albumine humaine 
(Sigma, • Fraction V, Lot N° 246-16318) dans 2,0 ml d.'eau de^ioni- 
see, en agitant au moyen d'un agitateur magnetique. On ajoute 

15 a ia solution d'albuminc 0,1057 g du medicament anti-tvunoral 

appeie 5-fluoruracile (5-FU) (Sigma, Lot N° 23C-2850) et on con- 
tinue d'agiter pendant 15 minutes. Attendu que le 5-FU ne se 
dissout pas completeraent dans la solution d'albumine, on place 
le melange aqueux dans un broyeur classique a tissu de 10 ml de 

20 capacii.e (Ace Glass Co.) et on continue de le dispcrner pour as- 
surer la distribution homogene des particules de 5-FU non dis- 
soutes re3tantes dans toute la solution d'albumine. 

Le melange est iminediatement injecte a l'aide d'une 
seringue h tuberculine equipee d'une aiguille hypodermique de 

25 0,51 mm dans 500 ml d'huile de graine de cotonn.ier (continue 
dans un becher en acier inoxydable de 600 ml) a la temperature 
ambidnte, en agitant au moyen d'un agitateur du type a helice 
de 38,1 mm, tournant a une vitesse d' environ 2300 tr/min. Les 
vitesses d'agitation sont me5ur£en a l'aide d'un t;:ohymotre 

30 "Cole-Parmer", la vitesse d' agitation determinant, a un haut dcgre 
la distribution finale des diametres de particules des spheres 
resultantes. On continue d'agiter en elevant la temperature du 
bain d'huile au moyen d'un appareil de chauffage a immersion de 
500 watts jusqu'a 140°C, en une periode de 15 minutes. On maintient 

35 le bain h cette temperature pendant 1 heure tout en maintenant la 
vitesse d 'agitation a 2300 tr/min. 
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A la fin de cette periode, on laissc le bain d f huile 
et son contenu revenir a la tempdrature ambiante et on utilise 
un papier-fil trc "Whatman" N° 5 pour scparer les spheres micrcsco- 
copiquen reaultantcn de lMuiilc, par filtration souc vide» Lea 
5 demifcres traces d'huile sont eliminces des spherules contenant 
le medicament par plusieurs lavages avec a chaque fois 300 ml 
d 1 heptane. 

Le mode op£ratoire decrit ci-dessus donne des spheres 
microscopiques de serum albumine humaine (HSA) contenant 1* agent 

10 anti-tumoral (5-f luoruracile) h une concentration de 9,6 # 
en poids/poids. Les spherules sont sous la forme d'une poudre 
non agglomeree, s'ecoulant librement, de couleur brun clair, 
les diametres des spheres microscopiques individuelles etant 
compris entre 1 0 et 60 microns. 

1 5 Echantillon B - Reticulation chimique 

On dissout 0,9990 g de serura-albumine humaine (Sigma 
Chemical Company) dans 2,0 ml d'eau desionisee, en agitant 
au moyen d'un agitateur magnetique. On ajoute a l'albumine 
dissoute 0,1500 g de L-epinephrine (base libre, "Sigma") et 

20 0,0725 g d'acide L(+)ascorbique ("Sigma") et on continue 
d'agiter pendant encore 15 minutes. 

Le melange est injecte immddiatement apres a I'aide d'une 
seringue a tuberculine equipee d'une aiguille hypodermique de 
0,51 mm dans un bain de formation de spherules consistant en 

25 500 ml d'huile de graine de cotonnier, 1 3 ml de n-butanol et 

2,0 ml de glutaraldehyde a 25 Le bain est contenu dans un becher 
en acier inoxydable de 500 ml et il est agite a la temperature 
ambiante a I'aide de l'agitateur du type a helice de 38,1 mm 
a une Vitesse d'environ 1200 tr/min. Oi mesure les vitesses 

30 d* agitation h. l'aide d'un tachymetre Cole-Parmer. On continue 
d'agiter pendant 4 heures, periode pendant laquelle les spheres 
microscopiques formees par injection de la solution d'alumine, 
d 1 epinephrine et d'acide ascorbique dans le bain sont debar- 
rassees de l'eau par le n-butanol et reticulees par le glutaral- 

35 dehyde present dans le bain. 

Apres cette periode, les spherules microscopiques resul- 
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tantea sont sdpardes de l"huilo sur du papier-f iltre "Whatman" 

H° 5, par filtration sous vide, Les dernieres traces d f huile 

sont dliminees des spheres nontenant le medicament par lavage 

de ces spheres trois fois^avec 100 ml d 1 heptane k chaque fois, 

5 Le mode opdratoite d^crit ci-dessus donne des spheres 

microscopiques de serum-albuniine humaine contenant un medicament, 

de composition suivante : sdrum-albumine humaine = 81 t 8 % ; 

1 -epinephrine = 12,3 # ; acide L( + ) ascorbique = 5,9 r /o. 

Les spherules se prdsenteht sous la forme d f une poudre non 

10 agglomeree, s'ecoulant librement, de couleur orange- jaune, les 

diametres des spherules microscopiques individuelles etant com- 

pris entre 10 et 80 microns. 

Exemple 2 
i 

Dans cet exemple et dans les exeraples suivants, des etudes 

15 de liberation in vitro portant sur des spherules d'albumine 
contenant un medicament ont ete conduites selon une methode 
dynamique irapliquant l 1 utilisation d'une cellule d 1 ecoulement . 
La cellule d' ecoulement consiste en un tube cylindrique de 
12,7 mm x 50,8 mm contenant un disque de verre frittd "Corning" 

20 Type D, (diametre des pores de 10k 20 microns) k chaque extrd- 
mitd. Un dispositif de fermeture a pince et a joint torique 
permet de charger aisement les spheres microscopiques dans la 
cellule et de demohter facilement cette derniere a des fins de 
nettoyage. Dans une experience carac teristique de liberation, 

25 on place environ 10 mg de spherules chargees de medicament dans 
une partie de la cellule demontee, qu'on raonte ensuite. Une ex- 
trdmitd de la cellule est relide par un tube de "Teflon" 
(3,175 mm de diamfetre exterieur ; 2 t 159 mm de diam&tre inte- 
rieur) k une pompe doseuse "ISCO" module 310 que l'on utilise 

30 pour injecter une solution saline tamponnde au phosphate 

(pH 7,4) (137 mM de NaCl, 27 mM de KC1, 8 mM de NaHP0 4 , 1 raM de 

KH^PO.) dans la cellule k une vitesse constante predeterminee 
2 4 

de pompage, gdndralement 30 ml par heure. L r effluent qui con- 
tient le mddicament passe k sa sortie de la cellule par une cu- 
35 vette contenue dans un groupe optique h lumiere ultraviolette 
(oii k lumifere visible selon les caracteristiques d 1 absorption 
spectrophotomdtrique du medicament) solidaire de l'analyseur 
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"ISCO" UA-2. Cet instrument represente par un graphique la 
variation de la concentration en mddicament lib^ree des sphferes 
texprimne par la density optique) en fonction du temps. La 
cellule d'eooulement regte tou jours immerg^e dans un bain-marie 
5 maintenu a 37°C. 

Tout l 1 effluent de chaque experience de liberation d f un 
medicament est recueilli dans une eprouvette graduee. L 1 analyse 
spectrophotometrique de cet effluent sur un spectrophotomfctre 
"Beckman" DK-2A conformement h la loi de Beer permet de deter- 

10 miner le pourcentage total de medicament libera par les spheres 
microscopiques au cours de l 1 experience de liberation. Une 
methode de decoupage et de pesee de l f aire delimite e sous la 
courbe de liberation du medicament donnee par le graphique 
permet de determiner le pourcentage de medicament libere par 

15 les spheres microscopiques en fonction du temps. 

Cet exemple illustre la maniere dont on peut utiliser 
divers procedes de reticulation a la chaleur ou de reticulation 
chimique pour ajuster la vitesse de liberation de l 1 Epinephrine 
bronchodilatateur des spheres microscopiques d f albumine. La 

20 vitesse de liberation du medicament des spherules a ete deter- 
minee par la methode decrite ci-dessus. 
Echantillon A 

Concentration initiale d'albumine dans I'eau : 50 % 
( poids/volume) . Composition des spherules : 3,1 ?S d f acide 
25 L(+)ascorbique, 88,1 % de serum-albumine humaine (HSA) , 

8,8 % d 1 epinephrine (base libre) . Conditions de reticulation : 
11 5°C dans un bain d'huile de graines de cotonnier pendant une 
heure. 
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CARACTERISTIOUKS DE LIBERATION 

Temps (minutes) Pourcentage dc Pourcentage de 

— medicamen t liberd mddicament retenu 



0 ' 0 



100 



5 I 4>1 95,7 

«:? ?!:? 

Sfc? IK 

If 5 J>5 48,5 

21 56,7 43 3 

f n 60,8 . S J 

27 65,5 M c 

15 '50 68 ; 6 £;| 

36 74,5 25 5 

4 2 78,5 



30 



35 



40 



*! 81,4 ,8,6 

63 86,4 13 6 

20 89:5 

2°8 94,7 5 ,'3 



Echantillon B 

Concentration initiale en albuminc : 50 en poids/volume. 

Composition des spherules : 87,5 t de HSA, 8,9 % d • epinephrine , 

25 3,6 % d'acide L(+)ascorbique. Conditions de reticulation : , 20°C 

dans un bain d'huile de graines de cotonnier pendant 6 heures. 

CARACTERISTIQUES DE LIBERATION 

Temps (minutes) Pourcentage de Pourcentage de 
medicament libere medicament retenu 



0 


0 


3 


7,5 


6 


17,1 


9 


25,5 


12 


34,3 


15 


41,3 


18 


47,4 


21 


52,2 


27 


59,1 


33 


64,2 


42 


69,2 


57 


73,6 


72 


76,0 


102 


78,9 


154 


81 ,6 



100 
92,5 
82,9 
74,5 
65,7 
58,7 
52,6 
47,8 
40,9 
35,8 
30,8 
26,4 
24,0 
21 ,1 
18,4 
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Echantillon C 

Concentration initiale en albumine : 50 # (poids/voluroe) . 
Composition des spherules : 86,9 $> de HSA, 8,7 # d' Epinephrine, 
4,4 9^ d'acide L( + )ascorbique. 

Conditions de reticulation : 1 30°C dans un bain d'huile 
de graines de cotonnier pendant 6 heures. 

CARACTERISTIQUE3 DE LIBERATION 



J'onriKml;;^! do 
medicament libcre 

0 

7»8 
18,0 
26,2 
33,2 
38,4 
42,1 
45,8 
51 ,2 
55,2 
63,5 
70,8 



Temps (minutes) 

0 

3 

6 

9 
12 
15 
18 
21 
27 
33 
48 
66 

Echantillon D 

Concentration initiale en albumine : 50 # (poids/volume) . 
Composition des spherules : 87,5 % de HSA, 8,8 $> d» epinephrine, 
3,5 # de L(+)acide ascorbique. 

Conditions de reticulation : 1 45°C dans un bain d'huile 
de £rainen de cotonnier pendant 6 heures. 

CARACTERISTIQUBS DE LIBERATION 



I'o»in:ontn/»« do 
medicament rebenu 

100 
92,2 
82,0 
73,8 
66,8 
61 ,6 
57,9 
54,2 
48,8 
43,8 
36,5 
29,2 



T emps (minutes) 

0 

4 

7 
10 
13 
16 
22 
34 
44 



Pourcentage de 
medicament libere 

0 

2,4 

6,1 
10,2 
'3,9 
16,4 
20,8 
25,0 
30,7 



Pourcentage de 
medicament retenu 

100 
97,6 
93,9 
89,8 
86,1 
83,6 
79,2 
75,0 
69,3 



Echantillon E 

Concentration initiale en albumine 



50 % (poids/volume). 
Composition des spherules : 87,8 f> de HSA, 8,9 $> d' Epinephrine, 
3,3 $> d'acide L( + )ascorbique. Conditions de reticulation : 
165°C dans l'huile de graines de cotonnier pendant 6 heures. 




21 



2326934 



10 



15 



20 



Temps (minutes) 

0 

3 

6 

9 
12 
15 
18 
21 
27 
48 
78 
1 58 



CARACTERISTIQUES DE LIBERATION 

Pourcentage de 
medicament lib£re 

0 

1 ,0 

2.3 

4,0 

5,2 

6,3 

7,6 

8,2 

9,5 
12,4 
14,8 
17,7 



Pourcentage de 
medicament retenu 

100 
99,0 
97,7 
96,0 
94,8 
93,7 
92,4 
91 ,8 
90,5 
87,6 
85,2 
82,3 



50 $> (poids/volume) . 



E chantillon F 

Concentration initiale en albumine 
Composition des spherules : 81 ,8 % de HSA, 12,3 % d' epinephrine, 
5,9 # d'acide L(+)ascorbique. Conditions de reticulation : 
4 heures dans 500 ml d'huile de graine de cotonnier con tenant 
1 3 mi de n-butanol + 2,0 ml de glutaraldchyde a 25 
CARACTBRIST IQUES DE LIBERATION 

Temps (minutes ) 



Pourcentage de 
medicament ilb^rd 



Pourcentage de 
mediacement retenu 



25 


0 


0 


100 




5 


2,6 


97,4 




8 


6,5 


93,5 




1 1 


11,2 


88,8 
86,4 




14 


13,6 


30 


17 


16,0 


84,0 




20 


18,0 


82,0 
60,7 




23 


19,3 




26 


21 ,0 


79,0 




44 


26,7 


73,3 


35 


59 


29,3 


70,7 




74 


30,1 


69,9 




176 


32;8 


67,2 
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Corame le montrent lee echantillona A a E, l'augmen- 
tation de la durde et de la temperature do reticulation h chaud 
r6duit h la foin la vi Loose h laquolle l 1 epinephrine est lib£r£e 
des spherules d'alburaine et la quantity totale de medicament li- 

5 b^ree dea spherules par 3imple diffusion. Le reste du medicament 
emprisonne dans chaque spherule est vraisemblablement libere par 
degradation de la spherule dans l'organisme. L^chantillon A 
(115°C, 1 heure), par exemple, libere h peu pres 50 # du medicament 
emprisonne en une heure, tandis que l'echantillon E plus fortement 

10 reticule (165°C, 6 heures); libere moin3 de 20 % du medicament 
emprisonne en trois heures. Ces echantillons illustrent done la 
maniere dont le choix de la dui-ee et de la temperature de reti- 
culation permet d f obtenir des spherules qui liberent le medicament 
emprisonne a une Vitesse et en une quantite predeterminees. 

15 II y a lieu de remarquer egalement que dans l'echan- 

tillon F, un traitement do reticulation au glutaraldehyde d'une 
duree de quatre heures equivaut a peu pres a six heures de trai- 
tement a la chaleur a 140-150° C. ■ 

Les donnees de liberation obtenues avec les echan- 

20 tillone A h F ont ete soumises h une analyse mathematique, afin 
de determiner la constante de vitesse (K) et la periode (tl/2) 
de libei^tion du medicament. 

Si l'on suppose que la vitesse de liberation du 
medicament des spherules est du premier degre> et par consequent 

25 proportionnelle & la concentration de medicament restant dans 
les spherules, la constante de vitekse peut Stre deterrainee 
d'apr&s liquation : 



-de 

dans laquelle 



30 dt 55 Kc 



c est la concentration du medicament restant 
dans les spheres au temps t ; 

K est la constante de vitesse de liberation 



35 du medicament ; 



au temps t = 0. 



t est le temps ; 

c est la concentration initiale du medicament 
o 
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On peut tirer de cette Equation 1' equation finale de 
determination de la constante K de liberation du premier ordre 
en proc^dant comrae suit : 



(1) -de 

c 



Kdt 



- C dc 



(2) ff - - f Kdt 



o 



(3) In c - In c = -Kt 
o 



(4) ln(c/c 0 ) = -Kt 



ou 



c = c e 
o 



-Kt 



On multiplie les deux membres de 1» equation par 100 

pour transformer la fraction (c/c q ) de medicament restant en 

pourcentage de medicament restant MOO c/c ) 

' o y # 

(5) I00c = -Kt 
c o 

En prenant le logarithrae naturel des deux membres 
de 1» equation, on a : 

(6) In (100c/c Q ) = In (% de medicament restant dans 
la spherule) = -Kt + In 100 = -Kt + B (constante) 



(7) In (100c/c o ) =-Kt + B 

Si le systeme medicament-spherule obeit au comportc- 
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ment de liberation du premier decre\ la courbe do variation de 
In (c/c Q ) ou In (100c/c q ) en fonction du temps doit 5tre lineaire, 
avec pour pente -K. Pour c = 0,5 c on a : 
In (c/c o ) = In (0,5c o /c 0 ) » 0,5 - -Ktl/2 
ou tl/2 = periode de liberation = "* n — = g«£22 

Par consequent, il est possible de determiner la 
constante de Vitesse de liberation K et la periode tl/2 d'apres 
des graphiques convenables de variation du logarithme de la 
fraction de medicament restant en fonction du temps. 

En tragant la courbe de variation des valeurs de 
liberation obtenues pour les echantillons A a F f on a constate 
que la periode initiale (30 k 50 minutes) de chaque courbe de 
liberation est tout h fait lineaire et peut Stre representee 
par liquation ln(c/c 0 ) = -Kt (fraction de medicament retenue 
15 par la spherule) ou par liquation ln(]00c/c Q ) = -Kt + B (pourcen- 
tage de medicament retenu par la spherule). 

De mSrne, iorsqu'on dispose de renseignements suffi- 
sants, on peut representer les dernieres portions de ces courbes 
de liberation par une autre droite de pente differente. Les 
20 courbes de variation de ln(c/c o ) ou de ln(100c/c o ) en fonction 
du temps s'infiechissent dans la portion cent rale en indiquant 
un changement des proprietes de liberation passant d'une grande 
Vitesse h une Vitesse faible a mesure que la liberation du medi- 
cament progresse. 
25 Les donnees de liberation obtenues pour les echan- 

tillons A a F ont toutes ete analysees conformement a l'equation 
(7) ci-dessus en utilisant la methode des moindres carres et 
le3 droites "optimales" passant par les portions initiales et 
les portions finales des courbes determinees. Les valeurs de 
30 K et de tl/2 ont ete determinees de mfime pour les portions ini- 
tiales et les portions finales de chaque courbe de liberation. 
Les param&tres B optimaux, les valeurs de K et les valeurs de 
tl/2 pour les echantillons A a F sont recapituiees sur le tableau 
suivant : 



? r J 



2326934 



CM 









H 






cd 








cm 


<n 


en 


tO 




• 






CM 


to 







CVJ 



I 

C 

ro 
I 

o 

S 

o 

vo 



q 

•H 
0 

CX\ 
CM 



I 

OT 
« 
•H 

03 
00 0) 

a> -p 
*a> C 

gas 
oo 
o *h 



1 




q 




•H 


CO 


tO 


.3 


I 




o 


00 CD 




a> -p 


1 






q a) 




d oo 


*> 


O -H 


to 





CO 

q 

•H 

00 

oo a> 
a> <p 

§ at 
q oo 



I 

CO 

a 

-H 

00 

o a> 
0) -p 

q as 
d oo 



vo 



Q 

tO 
I 

O 
in 

m 



co 

CM 



VO 
00 
VO 



a 
to 
i 

o 

at 

o 



H 
OS 

■H 

pq 

H 
cd 
*H 

-p 

*H 

a 

CM 

-P 



ro 




m 


vo 


in 


in 


•>> 




















s 


a 


to 


CM 


to 








CO 








CM 


CM 



o 
vo 



CM 



VO 



o 

vo 



3 

a 

vo 



vo 



q 

•H 
0 



cd 

*H 
-P 
•H 

M 



to 
I 

o 

cn 
to 



d o 

OS iH 
XJ rH 
O -H 

W -p 



I 

I 

o 
vo 

CM 

to 



pq 



I 

o 

to 
in 

CM 



to 

I 

o 

& 

o 



I 

q 

to 
I 

o 

H 
CM 



to 

'o 

3 



26 



2326934 



10 



Exemp.le 3 

On a prepare des spheres microscopiques de serum- 
t !l v \»min*'? renf err.ant le r.4lioam«n*: ant Unmoral appel<r 5-fluer- 
.*':-»**jiI*s (5-1-0 *-n a u4ternine la liberation 6u medicament 
des spherules, conf ornament k la methode de l^xemple 2. Les 
resultats sont reproduits sur ies tableaux suivants. 
Echantillon A 

Concentration initiale en albumine : 50 $ (poids/ 

volume) ; 

Composition des spheres : 90 f 9 % de HSA, 9,1 % de 

5-FU ; 

Conditions de reticulation : une heure dans l f huile 
de graine de cotonnier a 100°C. 

Caracteristiques de liberation in vitro 



15 


Temps (minutes) 


Pourcentage de 
libe*re* 


medicament 


Pourcentage de 
mddicament re- 
tenu 




0 


0 




100 




1 


4,4 




95,6 


20 


4 


23,2 




76,8 




7 


42,7 




57,3 




10 


54,7 




45,3 




13 


63,4 




36,6 




16 


70,1 




29,9 


25 


19 


75,9 




24,1 




25 


83,4 




16,6 




31 


88,3 




11,7 




Echantillon B 










Concentration initiale 


en albumine 


: 50 % en (poids/ 


30 


volume ) ; 










Composition des spheres t 90,4 % de HSA 


, 9,6 * de 5-PU ; 




Conditions 


de reticulation : 


une heure i 


dans l'huile de 



graines de cotonnier k i40°C. 



( . -* 

27 2324934 

[ Caracteristiques de liberation 

Temps (minutes) Pourcentage de medicament Pourcentage de 

Iib6r6 medicament 
— retenu 



10 





r\ 

0. 


1 00 


2 


2,3 


97,7 


5 


9,0 


91,0 


8 


15,0 


84,5 


11 


20,0 


80,0 


14 


22,5 


77,5 


17 


24,2 


75,8 


20 


25,5 


74,5 


100 


31,4 


68,6 


Exemcle .4 







15 Cet exemple illustre les caracteristiques de liberation 

du medicament antitumoral appele 6-raercaptopurin9 (6-MP) de 

spherules de s^rum-albumine humaine, comrae determine par la me- 

thode de 1» exemple 2. " 

Concentration initiale en albumine : 50 # (po ids/volume) 

I 20 Composition des spheres : 83,4 # de HSA, 16,6 % de 6-MP 

Conditions de reticulation : une heure dans l f huile de 

graine de cotonnier h I40°C. 

Caracteristiques de liberation 

Temps (minutes) Pourcentage de medicament Pourcentage de 
25 libere medicament re- 
tenu 





0 


0 


100 




4 


2,i 


97,9 




7 


5,8 


94,2 


30 


10 


9,6 


90,4 




13 


12,3 


87,7 




16 


14,8 


85,2 




19 


16,7 


83,3 




25 


20,3 


79,7 


35 


40 


26,6 


73,4 




55 


31,4 


68,6 




70 


34,8 


65,2 




100 


39,5 


60,5 




130 


41,6 


58,4 


40 


148 


44,4 


55,6 
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Exemple 5 

Cet exemple illimtre les caracteristiques de liberation 
du medicament antituinoral appele 6-thioguanine de spherules de 
serum-albumine humaine, determines d f apres la m^thode de l'exem- 
5 pie 2, 

Concentration initiale en albumine : 50 # en poids/volume 
Composition des sphferes : 82,2 fo de HSA, 17,8 £ de 6- 
thioguanine ; 

Conditions de reticulation : Une heure dan3 l f huile de 

10 graine de cotonnier h 123°C. 

Caracteristiques de liberation 

Temps (minutes) Pourcentage de medicament' Pourcentage de 

libera medicament re- 

tenu 



15 



20 



25 



0 


0 


100 


7 


1,2 


98,8 


10 


2,3 


97,7 


13 


3,3 


96,7 


16 


4,6 


95,4 


19 


6,5 


93,5 


22 


7,7 


92,3 


25 


9,1 


90,9 


23 


10,4 


89,6 


34 


13,0 


87,0 


40 


15,2 


84,8 


55 


20,3 


79,7 


85 


29,7 


70,3 


115 


37,7 


62,3 


145 


43,0 


57,0 


175 


47,9 


52,1 


412 


55,0 


45,0 



30 

Exemple 6 

Agents antitumoraux 

Une analyse cinetique du premier degre des resultats 

35 obtenus dans les exemples 3-5 pour la liberation du medicament 

a ete effectuee conformement h la methode decrite danp l f exem- 
ple 2. Les paramfetres de vitesse obtenus sont recapitules sur 
le tableau suivant : 
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Lorsqu'on compare les valeurc K et tl/2 des exam- 
ples 3A et 3B t on constate que lee spherules c^albumine contenant 

le 5-FU qui ont ct<5 ehauffees k 100°C pendant une heure ont un 

tr^s faible caracfcfcre biphase, tandis que l^chantillon de 5-FU 

5 reticule k 140°C pendant une heure a un caractfere biphase 

accentue. Les valeurs 1/2 (initiale) et tl/2 (finale) pr^eentent 

un fort accroissement lorsque la temperature de reticulation s*e- 

leve. 

La 6-MP et la 6-thioguanine retenues dans les 
10 spherules d'albumine ont des caracteristiques de liberation bi- 
phas^e comme l f indiquent les exemples 4 et 5. Les valeurs tl/2 
(initiale) et tl/2 (finale) pour 6-MP croissent plus vite que 
les valeurs correspondantes pour la 6-thioguanine, bien que la 
la 6-MP soit chauff<Se k H0°C au lieu de 123°C pour la,6-thio- 
15 guanine. Le fait que les valeurs tl/2 sont plus longues pour la 
6-thioguanine est sans aucun doute le reflet de la plus faible 
solubility dans l f eau de ce compost, comparativement k la 6-MP. 

Les exemples suivants montrent que les procedes 
utilises pour preparer les spherules de l 1 invention ne d^truisent 
20 pas l'activite du medicament emprisonne. 
Exemple 7 

On disperse environ 20-25 mg de spherules de serura- 
albumine humaine pr^parees k partir de solutions k50 % de HSA con- 
tenant 1' epinephrine comme medicament bronchodilatateur dans 

25 10 ml d'une solution aqueuse d'acide chlorhydrique (pH 3 f 0) et 

on les agite k l'aide d'un agitateur magn^tique pendant une heure 
pour liberer des quantites appreciables de medicament emprisonne. 
On centrifuge les spherules et on les separe de la liqueur surna- 
geante que l«on soumet k une analyse spectrophotometrique pour 

30 determiner la concentration du medicament libere. Oes echantillons 
de liqueur surnageante aont ennuite noumia k une evaluation d'ef- 
ficacite in vitro d'apr&s le te3t suivant portant sur le tissu 
tracheen du cobaye. 

On met en suspension du tissu tracheen de cobaye 

35 dans la solution de Krebs a 38°C et on laisse la suspension 

s f equilibrer. On relie le tissu a un extensomfetre et a un enre- 
gistreur, de maniere a pouvoir mesurer les variations de longueur 
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du tissu dues a sa contraction on h oa relaxation. L f addition 
de petites quantites 6*1x11 agoniotc tel quo 1' histamine (environ 
2 ng/ml) entratne une forte contraction du tissu. L'addition 
d 1 epinephrine pure ou des- solutions surnageantes contenant de 
1* Epinephrine provenant des spherules d'albumine entratne la 
relaxation du tissu. La concentration de 1 'epinephrine liberEe 
(en pg/ml) nEcessaire pour provoquer la relaxation du tissu 
tracheen contracte par l 1 histamine est determine et coraparee 
avec un temoin h l^pinephrihe evalue de fagon similaire, 
pour estimer l'activite de ^epinephrine liberee. 

Les resultats obtenus dans les tests portant sur 
le tissu tracheen du cobaye sont reproduits sur le tableau sui- 
vant : 



Composition de l'echantillon 
de spheres d^ii provient le 
medicament 



Dose de medica- 
ment ajoute au 
bain de tissu 
tracheen (iig/ml) 



A 1-epinephrine pure 
(temoin) 

B HSA = 78 epinephrine 
(epi) = 12,5 acide 
L(+)-ascorbique = 9,5 % 
Conditions de reticula- 
tion : 68°C, 2,5 heures 

C HSA = 73,8 epi = 21 ,2 % 9 
Acide L(+)ascorbique = 
5,0 * 

Conditions de reticulation: 
100°C, 1 heure 

D HSA = 86,9 ?6, e P i = 8,7 
acide L(+)ascorbique = 

4.4 ?6 

Conditions de reticulation: 
100°C, 6 heures 

E HSA = 87,3 epi = 8,8 J6 
Acide L(+)ascorbique = 
3,9 * 

Conditions de reticulation: 
110°C, 1 heure 

F HSA = 87,7 % f epi = 8,8 
Acide L(+)ascorbique = 

3.5 % 

Conditions de reticulation: 
110°C, 4 heures 



0,1-0,2 



Pourcentage de 
relaxation du 
tissu tracheen 



100 



0,1 



0,1 
0,01 

0,02 

0,03 

0,01 
0,02 
0,03 
0,05 
0,10 

0,01 
0,02 
0,03 
0,05 
0,10 



100 



100 
25 

75 

100 

27 
53 
73 
82 
100 

6 
?1 
53 
71 
100 
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( suite) 



Composition de l'dchantillon Dose de raddica- Pourcentage de 
da spheres d'ou provient le moht ajoute* au relaxation du 
medicament . bain de tissu tiesu trachden 
tracheen (ug/ml) 



5 G HSA = 88,1 epi = 8,8 0,01 32 

Acide L(+)ascorbique = 0,02 72 

3,1 %, conditions de rd- 0,03 84 

ticulation : 115°C> 1 heu- 0,05 91 

re 0,10 100 

10 H HSA = 87,5 dpi = 8,8 %, 0,01 25 

Acide L(+)ascorbique = 0,02 75 

3,7 0,03 92 

Conditions de reticulation: 0,05 100 
120°C, 6 heures 

15 I HSA = 66,9 dpi = 8,7 0,01 0 

Acide L(+)ascorbique = 0,02 "7 

4,4 0,03 22 

Conditions de reticulation: 0,04 37 

130°C, 6 heures 0,10 67 

20 0,20 100 

J HSA = 87,5 epi = 8,8 0,01 0 

Acide L(+)ascorbique = 0,03 7 

3,7 #, 0,04 11 

Conditions de reticulation: 0,05 19 

25 145°C, 6 heures 0,10 33 

0,20 67 

0,30 89 

0,40 100 

K HSA = 87,8 epi = 8,9 0,01 0 

30 Acide L(+)ascorbique = 0,04 10 

3,3 0,10 30 

Conditions de rdticulation: 0,20 50 

165°C, 6 heures 0,30 60 

0,40 80 

35 0,50 100 

L HSA = 80,8 ?6, epi = 12,3 0,1 100 



Acide L(+)ascorbique = 
5,9 

Conditions de reticulation: 
40 4 heures dans 500 ml d'huile 
de graine de cotonnier con- 
tenant 13 ml de n-butanol 
et 2,0 ml de glutaraldehyde 
a 25 % ; 25°C 
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(Suite) 

Composition de 1 'echantillon 
de spheres d 1 ou provient le 
medicament 



5 M HSA s= 67,3 % 9 epi = 20,2 Jf f 
Acide L(+)ascorbique = 
12,5 % 

Conditions de reticulation : 
4 heures dan3 500 ml d'hui- 
10 le de graine de cotonnicr 
contenant 13 ml de n-buta- 
nol et 2,0 ml de formaldehy- 
de h 37 f° ; 25°C. 1,4 0 

2,8 0 

15 - Corame on peutle voir pour les echantillons A a K 

ci-dessus, il y a une certainc baisse de l'activite de l f epi- 
nephrine a mesure que les temperatures de reticulation augmen- 
tent. Aucune perte sensible d'activite (par comparaison avec 
le temoin a 1 1 epinephrine pure) n'apparalt tant que la terape- 

20 rature de . reticulation ne depanse pas 130°C. Toutefois, on 
est surpris de constater que ra8me apr&s reticulation des sphe- 
rules h 165°C pendant 6 heures, il reste une activite notable 
d* epinephrine. Ainsi, m§me des spheres raicroscopiques reticulees 
a haute temperature sont efficaces et conviennent pour l f injec- 

25 tion parenterale a des Stres humain3. 

L* epinephrine emprisonnee dans des spherules de 
HSA reticulees avec du glutaraldehyde garde con activite essen- 
tiellement totale. Dans l^xeraple 2, on constate que la reti- 
culation au glutaraldehyde pendant quatre heures equivaut a 

30 peu prfes h une reticulation h la chaleur pendant six heure3 h 
140-150°C. Attendu qu'il ne semble n*y avoir qu'une perte d'ac- 
tiyite faible ou rafime nulle associee avec la reticula 4 .: m au 
glutaraldehyde (comparativement h la lEgere baisse d 'activite 
dans le cas de la reticulation par la chaleur a 140-150°C), 

35 la technique de reticulation chimique pourrait §tre prefe- 
rable pour 1* epinephrine si l f on dEsirait obtenir des spheres 
plus etroitement reticulees. 

Le formaldehyde n'est pas l'agent de reticulation 
de choix pour des spherules contenant de 1» epinephrine. 



Dose de medica- 
ment ajoute au 
bain de tissu 
tracheen (jig/m! 



Pourcentage de 
relaxation du 
tissu tracheen 
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Exemple 8 

On repete le mode operatoire de 1' exemple 7, en 

ut-ili;;ont den r;ph<5 rules de serum-nlbumine humaine contenant 

le bronehodilatateur appele_ salbutamol . Lee rdsultats sont re- 

5 produits our le tableau suivunt : 

Microspheres de HSA contenant du 
salbutamol 

Composition de I'cchan- Dose Relaxation, 
tillon de spherules ( ug/ml ) % 

10 A Salbutamol (temoin) 0,1 100 

B HSA = 88,5 salbutaraol= 

6,3 % 0,1 100 

Acide L(+) ascorbique = 
4,6 $ 

15 Conditions de reticula- 
tion : 115°C, 1 heure 

C HSA=86,1 fo 9 salbutamol= 

7,9 $ 1 ,0 100 

Acide L(+) ascorbique = 
20 6,0 $> ■ - * - 

Conditions de reticula- 
tion : 

4 heures dans 500 ml 
d f huile de graines de 
25 cotonnier contenant 

13 ml de n-butanol et 
2,0 ml de glutaraldehyde 
a 25 io ; 25°C 

Tandis que la reticulation par la chaleur a 115°C 

30 pendant 1 heure ne semble pas affecter l'activite du salbutamol, 

la reticulation au glutaraldehyde semble abaisser l'activite du 

medicament . 

Exemple 9 

On repete le mode operatoire de l'exeraple 7, en 
35 utilisant des spherules de serum-albumine humaine contenant le 
bronchodilatateur appele terbutaline- Les resultats sont repro- 
duits sur le tableau suivant : " 
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I Composition de I'dchan- Dose Relaxation, 
^ tillon de spherules (ug/ml) % 

A Terbutaline pure 

(t^moin) 0,1-1,0 100 

5 B HSA = 78,7 # 

terbutaline = 11,7 $> 0,1-1,0 100 

Acide L(+)ascorbique = 
9,6 * 

Conditions de r^ticula- 
10 tion : 

68°C, 2,5 heures 

C HSA = 82,9 # 

Terbutaline = 12,5 % 0,1-1,0 100 

Acide L(+)ascorbique = 
15 4,6 io 

Conditions de reticula- 
tion : 

105°C; 1 heure 
D HSA = 81 ,5 # 

20 Terbutaline = 12,3 $> 0,1-1,0 100 

Acide L(+)ascorbique = 
6,2 % 

Conditions de reticula- . - 

tion : 

25 4 heures dans 500 ml 
/ d'huile de graines de 

cotonnier contenant 
13 ml de n-butanol et 
2,0 ml de glutaraldehyde 
a 25 * ; 25°C 

30 II ressort de ce qui precede que ni I'un ni 1' autre 

des proc(?d^s de reticulation par voie thermique ou par voie chimi- 
que utilises n'a exerc£ d'effet nuisible sur l'activite broncho- 
dilatatrice de la terbutaline. 
Exemple 10 

35 On a evalu£ l'activite de spherules de serum-albu- 

mine humaine contenant le medicament antitumoral appele 5-fluor- 
uraciie par un test portant sur les cellules L de la souric. 

Des f ibroblastes embryonnaires de souris (L-676) 
sont cultivds et raaintenus dans des cultures liquides sous agita- 

40 tion par secousses du milieu de Swims-67G renfcrce par I 1 addition 
de 5 # de serum de foetus dc veau et additionnc de 1 fo dc gluta- 
mine 0,200 M* 

Des medicaments libres (sans vehicule) utilises 
comme temoins sont dissous dans de l'eau distillee ou de l'acetone 
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10 



sterile puir. ajoutcc au milieu dc croir.sance. Lorsquc l'acdtone 
e3t utilisoe comme solvant du medicament, les taux de concentra- 
tion Bont toujoura aonez fnibleo pour roster non toxiqueo enver3 
le milieu de croissance. 

Den spherules de HSA contenant un medicament sont 
remises en suspension dans le milieu de croissance. Un bain- 
marie h ultrasons est utilise pour faciliter la mise en suspen- 
sion. L'examen microscopique ne revele aucune destruction des 
spheres . 

On utilise un inoculum a 10 % en volume/volume 
de cellules L dans un volume final de 20 ml de milieu de crois- 
sance contenant en suspension des microspheres additionnees de 
medicament ou bien le medicament tdraoin libre. On evalue les 
resultats par un comptage direct des cellules apres incubation 
15 sur une secoueuse rotative (200 tr/min) a 37°C pendpnt 3 jours 
et on les exprime par le pouroentage d 1 inhibition de la crois- 
sance par rapport aux cultures cellulaires tembins (non trai- 
tees). Tous les tests ont ete effectues en double* 
Pourcentage d 1 inhibition de la croissance des cellules L au bout 
20 de 72 heures 

Concentration du medicament dans la sus- 
pension de cellules L (ug/ml) - 

Agent antitumoral 1 10 50 iqq 

Temoin de 5-fluor- 
25 uracile (5-FIJ) pur 
(non contenu dans 

des spheres) 67 # 88 fo 93 % 93 % 

5-FU dans diverses spherules d'albumine reticulees 

Concentration Inhibition 
30 en medicament des eel- 
dans les spheres lules L, % 
(Mg de 5-FU/ml 
de culture de 

cellules) 



35 Echantillon A 

Composition des spheres : 99 $> de 

HSA, 1 % de 5-Fu 0,3 39 

Conditions de reticulation : 24 
heures dans 500 ml d'huile de 
40 graines de cotonnier contenant 3,0 99 

13 ml de n-butanol et 2,0 ml de 
formaldehyde a 37 h 25°C 
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10 



15 



20 



25 



30 



35 



40 



45 



Echantillon B 

Composition des spheres 
de HSA 



86,6 # 
13,4 * 
24 



Concentration 
en medicament 
dans lepfcpheres 
(PC dc 5-FU/ml 
de culture de 
cellules) 



4,0 



Inhibition 
des cel- 
lules L, % 



98 



de 5-FU 

Conditions de reticulation 
heures dans 500 ml d f huile de 
graines de cotonnier contenant 
13 ml de n-butanol et 2,0 ml 
de formaldehyde a 37 h 25°C 

Echantillon C 

Composition des spheres : 98,7 ^ 

de HSA 0,4 47 

1,3 ft 

de 5-FU 3,9 95 

Conditions de reticulation : 140°C 
dans un bain d'huile de graines de -*■ 
cotonnier pendant 2 heures 

Echantillon D 

Composition des spheres : 86,9 % 

de HSA, 3,9 99 

13,1 % 
de 5-FU 

(plus forte contentration que 
dans l 1 echantillon C) 
Conditions de reticulation : 
140°C au bain d'huile de graines 
de cotonnier pendant 2 hebres 

Echantillon E 

Composition des spheres : 83 ,1 

de HSA 5,1 100 

16,9 % 
de 5-FU 

Conditions de reticulation : 
5,5 heures dans 500 ml d'huile 
de graines de cotonnier contenr.nt 
13 ml de n-butanol et 2,0 ml de 
formaldehyde a 37 1 a 25°C 

Ces resultats demontrent que des spherules d'albumine 

reticulees tant a la chaleur que par voie chimique et contenant 

du 5-FU gardent une forte activite apres l'etape d 1 incorporation 

du medicament* 
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15 



20 



25 



30 



35 



40 



45 



50 



Ex e mples 11-17 

En suivant le mode opdrntoire d<5crit dans I'exem- 

pin 10, on ooumnt dco r.phe rules d'albumino con tenant d 1 nut re a 

nu'dicnmenfctf an titumoraux ;» dec tonts de determination de l'actl- 

vite retenue, compiarativement h dec; medicaments antitumoraux 

libres. Les resultats sont reproduits sur-le tableau suivant : 

M° de 
l'exemple 



Composition des 
spherules 



1 1 

Chloram- 
bucile 



12 

Acetate 
d •hydro- 
cortisone 



13 

Colchicine 



a) 95,5 % de USA 
4,5 de chlorambucile 
Conditions de reticula- 
tion : 24 heures dans 
500 ml d'huile de graines 
de cotonnier contenant 

13 ml de n-butanol et 
2,0 ml de formaldehyde h 
37 * 

b) Chlorambucile libre 
(temoin) 

a) 83,9 # de HSA 

16,1 io d 1 acetate d 1 hydro- 
cortisone 

Conditions de reticulation : 
120°0, 1 heure dans lMiuile 
de graines de cotonnier 

b) Acetate d 1 hydrocortisone 
libre (temoin) 



a) 83,1 % de HSA 

16,9 % de colchicine 
Conditions de reticulation : 
143°C, 1 heure dans l'huile 
de graines de cotonnier 

b) 83,4 * de HSA 

16,6 tfo de colchicine 
Conditions de reticulation : 
5,5 heures dans 500 ml 
d'huile de graines de coton- 
nier contenant 13 ml de n- 
butanol et 2,0 ml de glutar- 
aldehyde a 25 % 

c) Colchicine libre (temoin) 



Concentration 
du medicament 
dans les sphe- 
rules (ug des 
medicaments/ml 
de culture 
cellulaire) 

1,35 
13,5 



1 

10 

50 

4,8 



1,0 
10,0 
50,0 
100,0 

5,1 



5,0 



1,0 
10,0 



Pourcen- 
tage 
d' inhi- 
bition 
des cel- 
lules L 

28 
89 



0 
68 
97 

88 



0 
0 
73 
88 

99 



93 



91 
99 
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N° de 

1 ^xemple 



Composition dec 
spherules 



14 

hydroxy- 
10 ur£e 



15 



15 

6-thio- 
guanine 



20 



25 



16 

Busulfane 



30 



17 

6-mercap- 
topurine 



35 



a) 86,4 % de HSA 

16,6 ?5 d , hydroxyur6e 
Conditions de reticula- 
tion : 125°C, 1 heure 
dans I'huile de graines 
de cotonnier 

b) Hydroxyur^e libre 
(temoin) 

a) 82,2 % de HSA 

17,8 % de 6-thioguanine 
Conditions de reticula- 
tion : 123°C, 1 heuro 
dans I'huile de graines 
de cotonnier 

b) 6-thioguanine libre 
(temoin) 

a) 83,2 % de HSA 

16,8 % de busulfane 
Conditions de reticula- 
tion : 115°C, 1 heure 
dans I'huile de graines 
de cotonnier 

b) Busulfane libre (temoin) 

a) 83,0 % de HSA 

17,0 % de 6-mercapto- 
purine 

Conditions de reticula- 
tion : 130°C, 1 heure 
dans I'huile de graines 
de cotonnier 

b) 6-mercaptopurine libre 
(temoin) 



Concentration 
du medicament Pourcen- 
ilnnn lec cphd- tage 
rulec (pg dor. d'lnhi- 
mddicaraent3/ml bition 
de culture dec eel- 
cellulaire) lulee L 



5,0 



1,0 
10,0 

5,3 



1,0 
10 f 0 
50,0 

25,0 



25,0 
50 



25 



0 
22 

96 



65 
88 
92 

56 



69 
95 



50 



94 



40 
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REVENDICATIONS 

1. Spherules pleineB en 3erum-olbujnine pour 1» in- 
jection parentdrale in vivo, caract^risees par le fait qu'elleo 
retiennent de fa$on homogene 2 h 70 % de leur poids d f un ra&Hca- 

5 ment organique non rodio-actif qui est soluble dans I'eau, h 
37°C, dans une proportion d»au moins 0,01 ces spherules ayant 
ete chauff^es h 110-180°C pendant au moins 20 minutes au cours de 
leur preparation pour rEticuler I'albumine, ou reticulees de ma- 
niere Equivalente par exposition h un ou plusieurs agents chi- 
10 miqucs de reticulation, afin que le medicament soit libere 
desditeQ spherules selon un processus a deux phases. 

2. Spherules suivant la revendication 1, caractd- 
risees par le fait que le medicament est un agent antitiunoral 
choisi entre la 6-mercaptopurine, le 6-f luoruracile , la 6-thio- 

15 guanine, l'hydroxyuree , la colchicine, le chlorambucile et le 
busulfane. 

3. Spherules suivant la revendication 1 , caractd- 
risees par le fait que le medicament est un bronchodilatateur 
choisi entre 1» Epinephrine, le salbutamol et la terbutaline. 

20 4. Spherules suivant la revendication 1, caracte- 

risees par le fait qu'elles sont dispersees dans un milieu di- 
luant acceptable du point de vue pharmaceutique qui convient pour 
l f injection intravasculaire . 

5. Composition therapeutique destinee au traitc- 
25 ment d'une maladie chez un animal par injection intravasculaire, 

caracterisee par le fait qu'elle est formee de spherules en dis- 
persion suivant la revendication 4. 

6. ProcEde de preparation de spherules pleines for- 
mees de se rum- album ine , par injection d'une solution aqueuse de 

30 ladite albumine dann un bain d'huile vegetale sous ngitation, 
caracterise par le fait que la solution d 'albumine renferme un 
medicament disperse et que le bain d f huile contient un alcool 
lipophile deshydratant et du glutaraldehyde ou du formaldehyde. 



